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摘 要
植物内生真菌是新化合物和生物活性小分子的重要来源，且能产生出与宿主
植物中相同或相似的生物活性成分。通过人工培养药用植物中的内生真菌，可从
中寻找具有低毒性且结构新颖的活性化合物，从而对濒危药用植物资源起到积极
保护作用。金线莲为福建省道地药材，目前针对于金线莲中内生真菌相关研究较
少。在前期试验中，从 93 株金线莲内生真菌中筛选出三株具有 ERα 激活活性的
菌株 ARL-13、ARL-09 和 ARTCL-05，其中菌株 ARL-13 具有特异性的 ERα 激
活活性。本课题主要目标是从 ARL-13 菌株中分离纯化出能激活 ERα 转录活性
化合物，并验证其是否具有特异性激活 ERα 转录作用。
本课题采用 PDA 培养基对菌株 ARL-13 进行大规模固体发酵，经过提取、
浓缩、萃取后，得到粗提物浸膏。利用正相硅胶色谱柱、ODS 中低压色谱柱、
葡聚糖凝胶色谱柱、重结晶、分析型和制备型 HPLC 等现代分离分析技术对浸膏
进行分离纯化得到 7 个化合物。利用现代光谱技术，如 MS，IR，UV 和 NMR
等技术对所获得的单体化合物进行结构鉴定，得到 5 个双苯吡酮类的化合物，1
个异香豆素类化合物，1个酚酸类化合物，其中化合物 1 为新天然产物。
本文采用 Dual-Luciferase 双荧光素酶报告基因检测系统通过测定荧光素酶
的相对活力的强弱来评估单体化合物能否激活 ERα 的转录活性。活性测定结果
表明：化合物 4 和化合物 5 具有一定的激活 ERα 的转录活性，化合物 4 活性强
于化合物 5，且化合物 4 的激活作用呈浓度依赖性。另外化合物 4 对 ERα 转录
功能存在特异性的调控作用，化合物 4 在 10 μM条件下激活 pBIND-ERα-LBD 的
转录活性可达到 10 nM 时阳性药雌二醇 E2激活的一半。利用荧光分光光度计进
行荧光滴定，进一步证实化合物 4 能与 ERα-LBD 结合，结合常数为 5.02～6.92
×10-7M-1。通过构效关系讨论提示 3 位羟基可能为活性基团，而 3 位羟基甲基
化后可能对 ERα 转录活性具有一定抑制作用。
以金线莲中内生真菌为研究对象，对发现新的天然产物和丰富次级代谢产物
具有重要意义，同时也是发现新的活性物质的重要源泉，为后期激活 ERα 机制
研究奠定了一定的化学基础。
关键词：内生真菌；化学成分；ERα 转录活性
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Abstract
Endophytic fungi are the resource of new compounds and bioactive molecules. It
is an important way to search for compounds active, novel and low toxicity
directionally through culture endophytic fungi in vitro in order to protect precious
plant. Besides, few of research on Anoectochilus roxburghii was reported. In the
previous test, we have screened out the strains named ARL-13, ARL-09 and
ARTCL-05, which were derived from Anoectochilus roxburghii in Fujian province,
activating transcription of ERα. It is amazing that the strain of ARL-13 activate ERα
particularly. Therefore, it is meaningful to obtain bioactive molecules and detect
whether it is particularly activating ERα transcription activity.
The strains of ARL-13 was expanded in the large scale through using the PDA
medium. Then, the crude extract was extracted and condensed. Lastly, compound 1-7
were obtained and elucidated as five xanthone derivatives, one isocoumarin, and one
formoic acid through HR-ESI-MS, 1D and 2D NMR. And compound 1 was a new
natural product.
How to confirm whether compounds exist the activitity we wanted ? We found
that the relative acitivity of luciferase could be evaluated in a Dual-Luciferase reporter
gene system. Compound 4 and 5 were confirmed great activity especially for
compound 4 because of substituent group difference in the three site of compound 4
and compound 5. Compound 4 can be up to half effect of 10 nM positive-controlled
estradiol at the concentration of 10 μM. Meanwhile, binding constant was tested as
5.02～6.92×10-7M-1. It is proved that compound 4 can modulate ERα transcription
activity.
It is looking forward to finding new natural compounds and new bioactive
molecules through studying on the endophyte fungi of Anoectochilus roxburghii. All
of these results laied the foundation of deep mechanism research in the future.
Key words: Endophyte fungi; Chemical constituents; ERα transcription activity
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第一章 前言
1.1内生真菌
植物内生菌(Endophyte)是存在于植物体内，但不会使宿主植物表现出特定症
状和任何疾病的一类微生物，其中内生真菌(Endophyte fungi)和内生细菌最为常
见[1]。
内生菌能诱导宿主植物在极限环境下生存，如耐高盐环境[2],抗虫抗逆性环境
[3]，且植物内生菌参与修复重金属污染土壤，在环境污染修复中有巨大潜力[4]，
促进植物生长和促使植物生物量增加[5]。它不仅能够参与植物次级代谢产物的合
成或转化，还能够独立产生丰富多样的次级代谢产物，是发现新的天然产物和新
的活性物质的重要源泉[6, 7]。
来源于天然产物的经典抗癌药物紫杉醇，1993 年美国 FDA 批准其用于治疗
多种肿瘤包括乳腺癌、卵巢癌和艾滋病卡波济氏肉瘤等，S. Kusari 等[8]学者总结
发现利用 Alternaria Nees sp.和 Phomopsis sp.进行微生物发酵可以提高紫衫醇的
产出率，与原植物相比生产紫杉醇效能增加 8倍，从而避免植物种植周期长和含
量低等特点，且若能控制生物合成途径中可变因素就有可能实现紫衫醇工业化生
产。
内生菌对宿主植物的生物学作用的物质基础，在于其自身合成的抗生素、激
素、酶抑制剂、诱导物等多种活性物质或通过诱导物(葡聚糖、糖蛋白、花生四
烯酸等不饱和脂肪酸)胁迫宿主植物合成的萜类、生物碱、皂苷、黄酮和酚类等
次级代谢产物。这些次级代谢产物的多样性是导致内生菌生物学作用多样性的根
本原因[9]。
内生菌的活性物质的多样性导致了其产物有多种生物作用，最主要的是：
(1)抗肿瘤物质类：紫杉醇及其类似物[10, 11, 12]、鬼臼毒素及其衍生物[13]、
torreyanic acid[14]、长春新碱[15]、球毛壳甲素等[16]。
(2)抗生素类：从锡兰肉桂 (Cinnamomum zeylanicum) 的一种内生真菌
(Muscodor albus) 中得到 5种挥发性化合物，均具有不同程度的细菌和真菌抑制
作用，5 种化合物混合联用增强抑菌效果[17]。Strobel 等[18]从雷公藤的一种内生真
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菌 Cryptosporiopsis cf. quercina 中的得到环六肽 cryptocandin，对白色念珠菌
(Candida albicans) 和 癣 菌 (Trichophton spp.) 具 有 抗 性 ， 与 抗 真 菌药 物
amphotericin B的最低抑菌浓度 MIC相当。
(3)抗糖尿病类：Salituro 等 [19]从非洲刚果热带植物分离得到的内生菌
(Pseudomassaria sp.) 产生的次生代谢产物中分离出一种类似胰岛素的小分子化
合物 Demethylasterriquinone B1 和 Hinnuliquinone，此小分子化合物制成片剂在
给糖尿病大鼠模型口服后，能降低血糖浓度。
表 1-1 部分内生真菌次级代谢产物
编号 名称 结构
参考
文献
1
紫杉醇
(Paclitaxel)
[12]
2
鬼臼毒素
(Podophyllotoxin)
[13]
3
长春新碱
(Vincristine)
[15]
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4
球 毛 壳 甲 素
(chaetoglobosin A)
[16]
5 Cryptocandin
[18]
6
Demethylasterri-
-quinone B1
[19]
1.2金线莲概述
金线莲 (Anoectochius roxburghii (Wall.) Lindl) 是一种兰科开唇兰属地生型
多年生草本植物，常生长于常绿阔叶林潮湿石壁等地带，性喜阴凉、潮湿；以闽
浙赣等亚热带及热带地区为主产地，台湾省亦产[20]。据《福建植物志》记载:其
性平味甘，全草可入药，有清热凉血、祛风利湿、固肾平肝的功效[21]。在民间享
有“神草”、“药王 ”、“南方的冬虫夏草”等美名，常用于毒蛇咬伤、小儿惊风、
高烧不退等，现已被列入台湾珍稀保护植物和福建省省级药材保护品种。药用植
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物金线莲中主要化学成分为黄酮类、多糖类、酯类、三萜类、生物碱、甾体等，
广泛用于糖尿病、高血压、癌症等疾病的治疗，近年来，金线莲的研究主要着眼
于治疗高血压、糖尿病及抗肿瘤等功效的探索[22,23]。
本小节就金线莲中发挥药理活性的化学成分进行了简单小结。
1.2.1 抗肿瘤
2006年，CC Tseng 等[24]发现台湾金线莲水提物对由 CT-26结肠癌细胞诱导
的肿瘤模型 BALB/c 系小鼠有抑制作用。2008 年，王常青等[25]从台湾金线莲
(Anoectochilus formosanus) 中得到水溶性多糖 (AFP) 及其子馏分 [AFP-1、
AFP-2]，结果发现三者对 Bcap37 人乳癌细胞，spc-A1 肺腺癌细胞，SMMC-7721
肝癌细胞，Hela 宫颈癌细胞具有细胞杀伤作用。2010 年林婷等[26]发现将台湾金
线莲组织培养苗的水提物和乙酸乙酯提取的粗提物，对人肺癌细胞 A549、人肝
癌细胞 Hep3B、人脑胶质瘤细胞 U87、人结肠癌细胞 Colon205、人白血病细胞
HL-60、小鼠移植性肿瘤模型，具有较好的抗肿瘤作用。而 2012 年，陈焰等[27]
利用水蒸气蒸馏法得到金线莲挥发油成分，在体外抗肿瘤试验中，发现其对人肺
癌细胞 NCI-H446 有一定的生长抑制作用。
1.2.2 保护肝脏
2005 年，台湾学者 CC Shih[28]、黄立峰等[29]相继发现针对 CCl4诱导急性肝
损伤模型下小鼠，试验结果表明金线莲水提物能显著降低小鼠血清中 GOT谷草
转氨酶和 GPT 谷丙转氨酶的浓度；且 2007 年，黄立峰[30]等研究发现金线莲对慢
性化学性肝损伤具有保护作用，降低早期肝纤维化的发生率。2011年，Wen-Tsong
Hsieh[31]等人从金线莲中提取的主成分 kinsenoside 对肝脏具有保护作用。
1.2.3 降低血糖
2007 年 YH Zhang[32]等发现将来源于金线莲正丁醇提取物金线莲苷
kinsenoside，应用于链脲霉素 ( Streptozotocin, STZ) 诱导大鼠糖尿病模型，减少
了胰岛β细胞受氧化应激和 NO 所致结构功能损伤。2009 年肖兵等[33]将金线莲甲
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醇提取物作用于糖尿病模型的小鼠，小鼠血清中总胆固醇 TC、丙二醛 MDA、
甘油三酯 TG 指标下降，超氧化物歧化酶 SOD 活性升高，且小鼠肝糖原质量较
对照组显著增加。2013 年，ZL Liu [34]等人研究发现，金线莲主成分 kinsenoside
对链脲霉素诱导的糖尿病小鼠，在给药量在 (50 and 100 mg/kg) 情形下能有效降
低血糖和胆固醇水平，增强抗氧化性能。而体外实验中，在浓度为 35mM 的高
血糖诱发的人类脐静脉内皮细胞 (HUVECs) 受损，此时给药浓度 kinsenoside (20
and 50 μg/mL)时，而由血管内皮细胞分泌的生物活性物质如一氧化氮 (NO)、超
氧化物歧化酶 (SOD)、乳酸脱氢酶 (LDH) 和过氧化氢酶 (CAT) 等各种生化指
标下降，从而证实金线莲主成分 kinsenoside 有保护血管内皮的作用。而 2015年，
研究表明金线莲中多糖成分 (ARP) 对于治疗 STZ诱导的糖尿病小鼠，组织学检
查显示 100 mg/kg 或 300 mg/kg 的给药量，明显改善糖尿病小鼠的胰腺和肝脏病
理学上的病变，从而改善胰腺和肝脏功能[35]。
1.2.4 其他药理作用
2006 年，(quercertin-7-O-β-D-[6''-O-(trans-feruloyl)]-glucopyranoside 作为一个
新的黄酮苷被报道表现出较强的 DPPH 清除活性，具有抗氧化作用[36]。金线莲
提取物对改善新生儿肺部成熟方面和阳性对照组地塞米松疗效相似，试验结果表
明母鼠中血清中生长激素浓度增加，胎鼠在妊娠晚期阶段垂体腺中的生长激素基
因得以表达[37]，从而有可能应用于新生儿呼吸窘迫综合症的治疗。在 OVA 卵清
蛋白诱导的气道炎症小鼠模型中，金线莲标准水提物对过敏性哮喘有改善作用
[38]。CC Ng[39]等人将台湾金线莲的根、茎、叶利用乳酸菌进行大发酵，分析结果
表明发酵培养基在 PH 3.5条件下，35小时后的发酵产物抗氧化活性较好，提示
金线莲有望开发成功能性食品，具有一定的商业和医疗价值。
1.3雌激素受体
2016年 1 月，陈万青[40]于癌症顶级杂志 (CA：A Cancer Journal for Clinicians)
中发表结果显示，2011 年被诊断死于癌症人数 88800 人，较 2000年同比增加了
73.8%。预估 2015年，新增癌症患者 4,292,000，新增死亡总人数 2,814,000。而
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中国人口基数庞大 (13.7亿)，22%的新增癌症病例和 27%的癌症死亡病例来源于
中国。在 26 种癌症总发病率和总死亡率肺癌居于首要原因，其次是胃癌、食管
癌、和肝癌，而乳腺癌分别以 27.24%和 7.07%居于第六位和第八位，乳腺癌是
女性癌症死亡的首要原因，发病年龄段集中在 30-59岁，因此，寻找更多抗癌症
新药是当今世界一大难题且是当务之急。
人雌激素受体 (estrogen receptor, ER) 作为核受体超家族一员，包括 ERα 和
ERβ 两种亚型的经典核受体及膜性受体[41]。在基于雌激素信号基础的分子研究
发现 ERα 与肿瘤等疾病的发生关系尤为密切。
ERα 对于其功能的调控可主要分为基因型与非基因型调控两种。
a、基因型调控行为的发生都依赖于配体的调控，在与 NF-κB的相互作用中，
通过与 NF-κB竞争性地结合 DNA、与 NF-κB的转录辅助因子竞争性结合、抑制
IκBα 的磷酸化从而阻滞 NF-κB的活化等多种机制，来抑制 NF-κB通路，从而抑
制炎症的发生[42]，雌二醇 (E2)为雌激素治疗剂，可透皮吸收，用于补充女性卵
巢分泌雌二醇，调节妇女性器官的正常发育。
b、在非基因型调控方面，E2可以通过激活多种蛋白激酶级联方式调控细胞
内钙离子的流动、腺苷酸环化酶的活性以及 cAMP 的形成。在乳腺癌、内皮细
胞、骨骼细胞以及神经细胞瘤中均发现 E2可以活化 MAPK 信号通路[43]。而在内
皮细胞、乳腺癌、肝细胞中，E2 可以激活 PI3K 信号通路[44,45] 。且这种非基因
组行为是通过细胞质膜上的特殊 ERα 亚型介导的[46]。细胞质膜微囊可以为多种
信号分子提供一个易于信号传导的途径。在内皮细胞以及其他的雌激素在许多组
织器官中通过受体发挥其生物学效应，维持正常生理活动，主要包括乳腺、生殖
道、中枢神经系统和骨骼。与雌激素相关的疾病有乳腺癌、子宫内膜癌、心血管
疾病、骨质疏松症、阿兹海默氏病等[47]。
基于 ERα 介导的雌激素，可作用于 PI3K/AKT 通路从而提高内皮样释放因
子水平诱导血管舒张，从而保护心脏[48]。对绝经期的妇女来说，雌激素样作用对
其骨骼系统和心血管系统正常生命活动维系产生良好效应[49]。已证实雌激素可降
低血压，防止心室肥大，治疗心肌缺血和预防动脉粥样硬化[50]。
长期过度刺激雌激素、ERα 表达水平增高或转录激活活性增强，是导致乳
腺癌的一个重要因素[51]。乳腺癌是一种激素依赖性肿瘤，受雌激素调节而增大和
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转移。他莫昔芬是临床上常见的抗雌激素药物之一，用于治疗 ERα 阳性的乳腺
癌患者的[52]。
由 ERα 介导的雌激素可以直接刺激成骨细胞，抑制破骨细胞，调控骨再建
周期中骨形成和骨吸收的平衡[53]，从而逆转骨质疏松患者的骨量过低或丢失和骨
组织微细结构退化，防治骨质疏松。
雌激素受体的激动剂主要结构如下图所示，其中用于临床的药物主要包括他
莫昔芬 (tamoxifen) [54] 、雷洛昔芬 (Raloxifene) [55]、左美洛昔芬 (levormeloxifene)
[56]、雌二醇 (Estradiol) [57]，主用于治疗乳腺癌，防治女性绝经后骨质疏松症，同
时能降低血浆胆固醇、增加骨密度; 降低椎体骨折发生率，降低冠心病的发生率
等。
表 1-2 雌激素受体激动剂部分药物代表
编号 名称 化学结构 参考文献
1
他莫昔芬
(Tamoxifen)
[54]
2
雷洛昔芬
(Raloxifene)
[55]
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3 左美洛昔芬
(Levormeloxifene)
[56]
4
雌二醇
(Estradiol)
[57]
1.4立题依据
绝大部分天然小分子已被证明具有效性和安全性，但是更多新颖结构的药物
相对缺乏促使人们对人为合成新颖结构的药物给予厚望[58]，可有些化合物母核结
构复杂性造成合成成本和技术难度增加，且人工改造修饰的合成药物常有难以预
测的副作用。内生真菌作为病原体入侵宿主植物，但并未引发宿主植物表现出明
显的病理状态，二者能在竞争和协作中形成和谐共存关系，提示说明来源于内生
真菌的次级代谢产物是一种低毒性且具有活性的物质。因此，通过药用植物中的
内生真菌，来寻找或合成有活性、新颖性且低毒或无毒的化合物，是非常有前景
的。
在前期的工作中，对金线莲中分离得到 93 株内生真菌进行小规模的固体培
养（100 mL，PDA 培养基），共 5 个培养皿，每个培养皿约 20 mL 培养基，在
28℃下静置培养约一个月的时间，将所得发酵培养物进行切碎，用乙酸乙酯-甲
醇 (v/v = 8:2) 多次过夜浸提，合并所得提取液，经约 40℃ 减压浓缩，经过甲醇
过滤得发酵粗提物浸膏，并且双荧光素酶报告基因检测系统进行初筛，从中得到
三株具有 ERα 激活活性的菌株(ARL-13、ARL-09 和 ARTCL-05)。
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部分活性结果图所示：
注：横坐标为菌株发酵粗提物编号，纵坐标为相对活性值。pBIND-ERα-LBD 表达质粒分别与 pG5-luciferαse
报告基因转染 293T细胞，24 h后分别用 10 μM PPT， 100 μM 菌株发酵粗提物处理细胞，12 h后用细胞裂
解液检测 Firefly 和 Renilla 的 Luciferαse 活性，并用它们的活性比值作图。图 1-1，1-3 为单加发酵粗提物活
性结果图，图 1-2，1-4 为发酵粗提物和 PPT阳性药共加活性结果图。
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图 1-5：293T cell 单加活性图 图 1-6：293T cell 共加活性图
图 1-1：293T cell 单加 ERα激活活性图 图 1-2：293T cell 共加 ERα激活活性图
图 1-3：293T cell 单加 ERα激活活性图 图 1-4：293T cell 共加 ERα激活活性图
菌株
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